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Early piscine life-stages are sensitive to polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) exposure, 
which can cause pericardial effusion and craniofacial malformations. We previously reported that 
certain combinations of PAHs cause synergistic developmental toxicity, as observed with co-exposure 
to the aryl hydrocarbon receptor (AHR) agonist β-naphthoflavone (BNF) and cytochrome P4501A 
inhibitor α-naphthoflavone (ANF).  Herein, we hypothesized that oxidative stress is a component of 
this toxicity.  We examined induction of antioxidant genes in zebrafish embryos (Danio rerio) 
exposed to BNF or ANF individually, a BNF+ANF combination, and a pro-oxidant positive control, 
tert-butylhydroperoxide (tBOOH).  We measured total glutathione, and attempted to modulate 
deformities using the glutathione synthesis inhibitor buthionine sulfoxamine (BSO) and increase 
glutathione pools with N-acetyl cysteine (NAC).  In addition, we used a morpholino to knockdown 
expression of the antioxidant response element transcription factor NRF2 to determine if this would 
alter gene expression or increase deformity severity.  BNF+ANF co-exposure significantly increased 
expressions of superoxide dismutase1 and2, glutathione peroxidase 1, pi class glutathione-s-
transferase, and glutamate cysteine-ligase to a greater extent than tBOOH, BNF, or ANF alone.  BSO 
pretreatment decreased some glutathione levels, but did not worsen deformities, nor did NAC 
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1. Introduction  
Many  pollutants  cause  perturbations  in  cellular  redox  and  can  generate  reactive  oxygen 
species (ROS; (Livingstone, 2001; Valavanidis et al., 2006).   While ROS are produced endogenously 
via respiration and oxygenating enzymes (Droge, 2003), oxidative stress can result when there is “a 
disruption  of  redox  signaling  and  control”  (Jones,  2006b).    This  is  a  mechanism  of  toxicity  of 
numerous  xenobiotics,  and  contributes  to  maladies  ranging  from  chemical  carcinogenesis  to 
neurodegenerative diseases (Droge, 2003; Valavanidis et al., 2006). Embryonic development may be 
especially sensitive to oxidative stress, as even a 15‐20% increase in ROS can tip progenitor cells into 
premature  cell‐cycle arrest and differentiation  (Li et al., 2007; Smith et al., 2000).    In mammals,  in 
utero  oxidative  stress  can  alter  gene  expression  persisting  through  adulthood,  affecting  DNA 














PAHs  can  generate  ROS  via  production  of  PAH‐metabolites  that  include  redox‐cycling 
quinones and radical cations,  the  latter being associated with DNA damage  (Cavalieri and Rogan, 
1992; Melius, 1984; Miranda et al., 2006).  Also, PAHs can damage mitochondrial DNA and perturb 
mitochondrial function, which may enhance oxidative stress in these organelles (Zhu et al., 1995; Li 
et  al.,  2003).    Induction of CYP450s via  the AHR by  compounds  such  as  chlorinated dioxins  and 
PCBs  can  lead  to  ROS  generation  and  oxidative  damage  (Nebert  et  al.,  2000;  Schlezinger  and 





Several  studies  have  observed  indications  of  oxidative  stress  in  fish  exposed  to  PAHs.  
Rainbow  trout  larvae  exposed  to  the  alkylated‐PAH  retene  had  reduced  glutathione:  glutathione 
disulfide  ratios  and whole‐body Vitamin  E  concentrations  (Bauder  et  al.,  2005).   Killifish  from  a 
PAH‐contaminated  Superfund  site  had  elevated  total  glutathione  and  mitochondrial  lipid 
peroxidation (Bacanskas et al., 2004).  Laboratory‐raised progeny from this site were better equipped 
than  reference  site  F1s  to  withstand  oxidative  stress,  with  increased  survival  times  to  tert‐
butylhydroperoxide, total glutathione, MnSOD protein, and glutathione reductase activity (Meyer et 
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mixtures.    Zebrafish  embryos were  exposed  to  a  combination  of  two  oxygen‐substituted model 
PAHs shown to result in synergistic toxicity, the AHR agonist β‐naphthoflavone (BNF), and CYP1A 
inhibitor  α‐naphthoflavone  (ANF)  (Billiard  et  al.,  2006).    We  examined  expression  of  several 
antioxidant genes,  total glutathione, and whether  redox  state could modulate pericardial effusion.  
We also knocked‐down NRF2 and asked whether this exacerbated deformities.  Our results support 
oxidative  stress  as  a  component  of  the  synergistic  developmental  toxicity  of  PAH‐mixtures,  and 
identify  a  protective  role  for NRF2  in  embryonic  oxidative  stress. However,  the  precise  role  of 
oxidative stress in cardiovascular deformities due to BNF+ANF co‐exposures remains unclear. 
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2  Materials and methods 































































































































3  Results 





















































































































































































































Gene GenBank ID Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) 
β-actin AF057040 ACATCCGTAAGGACCTG GGTCGTTCGTTTGAATCTC 
Sod1 Y12236 CGCATGTTCCCAGACATCTA GAGCGGAAGATTGAGGATTG 
Sod2 AW07696 CTAGCCCGCTGACATTACATC TTGCCCACATAGAAATGCAC 













gclc 2.8 ± 0.5 4.6 ± 1.8 
gstp 6.7 ± 1.3 10.7 ± 2.8 
gpx1 3.2 ± 0.6 4.1 ± 1.3 
sod2 1.6 ± 0.3 2.9 ± 0.7 























Figure  1:    Increase  in  expression  at  48 but not  96 hpf of  antioxidant genes gclc, gstp, 
gpx1, sod1, and sod2 in zebrafish embryos co‐exposed to BNF and ANF, but not either 

















































Aoki,  Y.,  H.  Sato,  N.  Nishimura,  S.  Takahashi,  K.  Itoh,  and  M.  Yamamoto.  (2001). 
Accelerated DNA  adduct  formation  in  the  lung  of  the Nrf2  knockout mouse 
exposed to diesel exhaust. Toxicol Appl Pharmacol  173,  3, 154‐60. 
Bacanskas,  L.  R.,  J.  Whitaker,  and  R.  T.  Di  Giulio.  (2004).  Oxidative  stress  in  two 
populations  of  killifish  (Fundulus  heteroclitus)  with  differing  contaminant 
exposure histories. Mar Environ Res  58,  2‐5, 597‐601. 
Bauder, M. B., V. P. Palace, and P. V. Hodson. (2005). Is oxidative stress the mechanism 
of blue sac disease  in retene‐exposed  trout  larvae? Environ Toxicol Chem   24,   3, 
694‐702. 
Billiard, S. M., A. R. Timme‐Laragy, D. M. Wassenberg, C. Cockman, and R. T. Di Giulio. 
(2006).  The  role  of  the  aryl  hydrocarbon  receptor  pathway  in  mediating 
synergistic  developmental  toxicity  of  polycyclic  aromatic  hydrocarbons  to 
zebrafish. Toxicol Sci  92,  2, 526‐36. 
Cavalieri,  Ercole  L.,  and  Eleanor  G.  Rogan.  (1992).  The  approach  to  understanding 
aromatic  hydrocarbon  carcinogenesis.  The  central  role  of  radical  cations  in 
metabolic activation. Pharmacology & Therapeutics  55,  2, 183‐199. 
Cullinan, S. B., D. Zhang, M. Hannink, E. Arvisais, R. J. Kaufman, and J. A. Diehl. (2003). 
Nrf2  is  a direct PERK  substrate  and  effector  of PERK‐dependent  cell  survival. 
Mol Cell Biol  23,  20, 7198‐209. 
Cullinan,  Sara  B.,  and  J. Alan Diehl.  (2006). Coordination  of  ER  and  oxidative  stress 
signaling:  The  PERK/Nrf2  signaling  pathway.  The  International  Journal  of 
Biochemistry & Cell Biology  38,  3, 317‐332. 
Droge, W. (2003). Oxidative stress and aging. Adv Exp Med Biol  543,   191‐200. 
Gallagher,  E.  P.,  B. M. Hasspieler,  and  R.  T. Di Giulio.  (1992).  Effects  of  buthionine 
sulfoximine and diethyl maleate on glutathione  turnover  in  the channel catfish. 
Biochem Pharmacol  43,  10, 2209‐15. 
Go, Y. M., J. J. Gipp, R. T. Mulcahy, and D. P. Jones. (2004). H2O2‐dependent activation 
of GCLC‐ARE4  reporter  occurs  by mitogen‐activated  protein  kinase pathways 
without oxidation of  cellular glutathione or  thioredoxin‐1.  J Biol Chem   279,   7, 
5837‐45. 
Gu,  Yi‐Zhong,  John  B.  Hogenesch,  and  Christopher  A.  Bradfield.  (2000).  The  PAS 
Superfamily:  Sensors  of  Environmental  and  Developmental  Signals.  Annual 
Review of Pharmacology and Toxicology  40,  1, 519‐561. 
Hansen,  J.  M.,  Y.  M.  Go,  and  D.  P.  Jones.  (2006).  Nuclear  and  mitochondrial 
compartmentation of oxidative  stress and  redox  signaling. Annu Rev Pharmacol 
Toxicol  46,   215‐34. 
Hodson, P. V., K. Qureshi, C. A. Noble, P. Akhtar, and R. S. Brown. (2007). Inhibition of 
CYP1A  enzymes  by  alpha‐naphthoflavone  causes  both  synergism  and 
antagonism  of  retene  toxicity  to  rainbow  trout  (Oncorhynchus  mykiss).  Aquat 
Toxicol  81,  3, 275‐85. 
  28
Huang,  H.  C.,  T.  Nguyen,  and  C.  B.  Pickett.  (2000).  Regulation  of  the  antioxidant 






(2004). Cysteine/cystine  couple  is  a newly  recognized node  in  the  circuitry  for 
biologic redox signaling and control. Faseb J  18,  11, 1246‐8. 
Kobayashi,  A.,  M.  I.  Kang,  Y.  Watai,  K.  I.  Tong,  T.  Shibata,  K.  Uchida,  and  M. 
Yamamoto.  (2006).  Oxidative  and  electrophilic  stresses  activate  Nrf2  through 
inhibition of ubiquitination activity of Keap1. Mol Cell Biol  26,  1, 221‐9. 
Kobayashi, A., T. Ohta, and M. Yamamoto.  (2004). Unique  function of  the Nrf2‐Keap1 
pathway  in  the  inducible  expression  of  antioxidant  and  detoxifying  enzymes. 
Methods Enzymol  378,   273‐86. 
Kobayashi, M., K. Itoh, T. Suzuki, H. Osanai, K. Nishikawa, Y. Katoh, Y. Takagi, and M. 










and Masayuki  Yamamoto.  (2008). Molecular  Evolution  of  Keap1:  Two  Keap1 








and Oxidative Damage  in Aquatic Organisms. Marine Pollution Bulletin   42,   8, 
656‐666. 
Malek,  Renae  L., Hedieh  Sajadi,  Joseph  Abraham, Martin  A.  Grundy,  and  Glenn  S. 






Meyer,  J.  N.,  J.  D.  Smith,  G.  W.  Winston,  and  R.  T.  Di  Giulio.  (2003).  Antioxidant 








R.  Buhler.  (2006).  Comparative  in  vitro  metabolism  of  benzo[a]pyrene  by 









gene  expression  mediated  by  the  antioxidant  response  element.  Annu  Rev 
Pharmacol Toxicol  43,   233‐60. 
Ramos‐Gomez, M., M. K. Kwak, P. M. Dolan, K. Itoh, M. Yamamoto, P. Talalay, and T. 
W.  Kensler.  (2001).  Sensitivity  to  carcinogenesis  is  increased  and 












through an evolutionarily conserved  regulatory element  in zebrafish. Biochem  J  
388,  Pt 1, 65‐73. 
Timme‐Laragy,  A.  R.,  C.  J.  Cockman,  C.  W.  Matson,  and  R.  T.  Di  Giulio.  (2007). 
Synergistic induction of AHR regulated genes in developmental toxicity from co‐
exposure to two model PAHs in zebrafish. Aquat Toxicol  85,  4, 241‐50. 






in  urban  and  reference  lake  sediments  across  the  United  States,  1970‐2001. 
Environ Sci Technol  39,  15, 5567‐74. 
Wan,  J.,  and L.M. Winn.  (2006).  In utero‐initiated  cancer: The  role  of  reactive  oxygen 
species.   78,  4, 326‐332. 
Wassenberg, D. M., and R. T. Di Giulio. (2004). Synergistic embryotoxicity of polycyclic 







White,  Collin  C.,  Hannah  Viernes,  Cecile  M.  Krejsa,  Dianne  Botta,  and  Terrance  J. 






Zipper, L. M.,  and R. T. Mulcahy.  (2003). Erk  activation  is  required  for Nrf2  nuclear 
localization during pyrrolidine dithiocarbamate  induction of glutamate cysteine 
ligase modulatory gene expression in HepG2 cells. Toxicol Sci  73,  1, 124‐34. 
 
 








